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b) 0.65 g (0.001 Mol) Ia werden in einem Gemisch von 100 ccm Eisessig und 20 ccm
Chloroform zum Sieden erhitzt und portionsweise mit 1 g Zinkstaub versetzt. Nachdem sich
die Losung entfirbt hat, filtriert man hei8, gibt bis zur beginnenden Triitbung Wasser hinzu
und kiihlt auf 0° ab. Der ausgeschiedene Niederschlag wird abgesaugt und mit wenig eis-
kaltem Athanol gewaschen. Ausb. 0.4 g (61% d. Th.). Gelbliches Pulver vom Schmp. 273°
(Zers.).

Der Misch-Schmp. mit der nach a) dargestellten Verbindung zeigt keine Depression.

GUNTER Losse und GERHARD MULLER
Uber die Synthese von Histidinpeptiden

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitit Halle (Saale)

(Eingegangen am 4. April 1961)

Die Synthese neuer Di- und Tripeptide mit C- und N-terminalem Histidin

neben Glycin, Alanin, Leucin, Phenylalanin, Serin oder einem weiteren Histidin-

molekiil wird beschrieben, wobei die Carbodiimid- und die Chlorid-Methode

unter Anwendung des Cbo-, Benzyl-, Trityl- und Phthalyl-Restes als Schutz-
gruppen herangezogen wurden.

Histidinpeptide haben wegen ihrer komplexbildenden und katalytischen Eigen-
schaften,sowie als wichtige Bestandteile von Peptidhormonen und des aktiven Zen-
trums zahlreicher Fermente besonderes priparatives Interesse gewonnen.

Im Rahmen der Synthese und katalytischen Untersuchung einfacher Katalase-
modelle bendtigten wir eine Reihe von griBtenteils noch nicht beschriebenen Di-
und Tripeptiden mit N- und C-terminalem Histidin. Zu ihrer Darstellung haben wir
eine Anzahl von Methoden der Peptidsynthese sowie verschiedene N-Schutzgruppen
verwendet und ihre spezielle Eignung fiir den Aufbau histidinhaltiger Peptide unter-
sucht.

Als Ausgangsstoffe zur Synthese von Peptiden mit N-terminalem Histidin
wurden in den letzten Jahren Cbo-Histidinazidl-S), ferner Di-Cbo-histidin®,

1 R. W. HoLLEY und E. SONDHEIMER, J. Amer. chem. Soc. 76, 1326 [1957].

2) R. F. FiscHER und R. R. WHETSTONE, J. Amer. chem. Soc. 76, 5076 [1954].

3} N. C. Davis, J. biol. Chemistry 223, 935 [1956].

4) F. SCHNEIDER, Hoppe-Seyler's, Z. physiol. Chem. 320, 82 {1960).

5) F, SCHNEIDER, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 321, 38 [1960].

6) A, PATCHORNIK, A. BERGER und E. KATCHALSKI, J. Amer. chem. Soc. 79, 6416 [1957];
F. SAKIYAMA, K. Okawa, T. YAMANAKA und S. AKABORI, Bull. chem. Soc. Japan 31,926[1958;
D. F. ELLioT und D. Morris, Chimia [Ziirich] 14, 373 [1960Q].
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%.Cbo-N(Im)-Bz-Histidin 7-11) sowie Ditritylhistidin12-149 und deren Derivate
herangezogen.

Da die zuerst genannten zwei Synthesen Nebenreaktionen am Imidazolring (z. B.
Kupplungsreaktionen bzw. Abspaltung eines Cbo-Restes) nicht absolut ausschlieBen,
haben wir zur Herstellung von Peptiden mit aminoendstindigem Histidin ausschlieB-
lich N°-Cbo-N(Im)-Bz-L-Histidin und Ditrityl-L-histidin verwendet.

“%.Cbo-N(Im)-Bz-L-Histidin wurde nach der Carbodiimid-Methode !5 mit Amino-
siure- bzw. Peptidestern in Pyridin oder Dimethylformamid umgesetzt, wobei die
entsprechenden Peptidderivate mit guter Ausbeute und Reinheit entstanden. Durch
Verseifung mit methanolischer Natronlauge wurden die freien Peptidderivate erhalten,
die nach der Carbodiimid-Methode zum Aufbau hoherer Peptide verwendet oder
durch energische katalytische Hydrierung!1.16) von jihren Schutzgruppen befreit wer-
den konnen.

Ditrityl-t-histidin, das durch Umsetzung von L-Histidin-methylester mit Trityl-
chlorid und anschlieBende Verseifung erhiltlich ist17-18), lief sich nach der Carbodi-
imid-Methode mit Aminosdureestern auch in guter Ausbeute kuppeln. Die Verseifung
der gebildeten Ditrityl-peptidester und Abspaltung der Tritylreste im sauren Medium
fiihrte glatt zu den entsprechenden freien Peptiden. Die Ditrityl-peptide eignen sich
gut z7um Aufbau von groBeren Histidinpeptiden.

Bei der Synthese von Peptiden mit C-terminalem Histidin aus Cbo-Aminosiuren
oder -Peptiden und Histidin-methylester brachte die Carbodiimid-Methode ebenfalls
gute Ergebnisse. Histidinpeptide dieses Typs konnen ferner aus Chloriden von Phthalyl-
aminosduren oder -peptiden und Histidin dargestellt werden19. Diese Reaktion
scheiterte allerdings mit den Phthalylderivaten von r-Valin, L Leucin und pL-Valyl-
glycin, deren S#urechloride in dem wiBrigen alkalischen Medium zu schnell hydro-
lysieren.

Die Methode der aktivierten Ester fiihrte bei Versuchen zur Herstellung von
Peptiden mit C-terminalem Histidin zu Komplikationen. — In alkalischer Methanol/

7 D. THEODOROPOULOS, J. org. Chemistry 21, 1550 [1956].
8) D. THEODOROPOULOS, Acta chem. scand. 12, 1955 [1958].

9 D. THEODOROPOULOS, Acta chem. scand. 12, 2043 [1958).

10) A. PATCHORNIK, A.BERGER und A. KATCHALSKI, J. Amer. chem. Soc. 79, 5227[1957];
W. LauTsch und Mitarbb., Kolloid-Z. 161, 36 [1958]; Chimia [Ziirich] 13, 129 [1959]; C. H. L1
und E. ScHNABEL, Nature [London] 189, 143 [1961]; D. THEoDOROPOULOS und J. GAZo-
POULOS, J. chem. Soc. [London] 1960, 3861.

1) C, H. L, E. ScHNABEL und D. CHUNG, J. Amer. chem. Soc. 82, 2062 [1960].

12) G, AMiaRD, R. HEymes und L. VeLruz, Bull. Soc. chim. France 1955, 1464; Engl.
Pat. 820789; C. A. 54, 14146¢ [1960].

13) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, J.P. WALLER und P. A. JAQUENouUD, Experientia
[Basel] 12, 446 [1956]; R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, R. L. HUGUENIN, P. A. JAQUENOUD
und E. SANDRIN, Helv. chim. Acta 41, 1873 [1958].

14) ST. GUTTMANN und R. A. BoissONNAs, Helv. chim. Acta 42, 1258 [1959].

15) J, C. SHEEHAN und G. P. Hess, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 [1955]; H. G. KHORANA,
Chem. and Ind. 1955, 1087.

16) E, Bricas und C. N1coT-GuTToN, Bull. Soc. chim. France 1960, 466; vgl. R. C. JONEs,
J. Amer. chem. Soc. 71, 383 [1949].

17} G. AMIARD, R. HEYMEes und L. VELLUZ, Bull. Soc. chim, France 1955, 191.

18) G. C. STALAKATOS, D. THEODOROPOULOS und L. Zervas, J. Amer. chem. Soc. 81, 2884
[1959).

19) R. A. TURNER, J. Amer. chem. Soc. 75, 2388 [1953].
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Wasser-Losung wurden Cbo-Aminosiure-thiophenylester unter Erwdrmung mit Histi-
din umgesetzt. Unter dem katalytischen EinfluB der Imidazolgruppe?2® trat dabei
Hydrolyse der Thiophenylester ein.

Tab. 1. Peptide und Derivate mit N-terminalem Histidin nach der Carbodiimid;Methode

Nr. Verbindung Ausgangsmaterial Krist. Ausb. %
la NxCbo-N(Im)-Bz-L-His-Gly-Et Na.Cbo-N(Im)-Bz-L-His + 72
1b  Na.Cbo-N(im)-Bz-L-His-Gly + 80
lc¢ L-His-Gly + 65
2a N*Cbo-N(Im)-Bz-L-His-L-Leu-Me  N%-Cbo-N-(Im)-Bz-L-His + 80
2b N=z-Cbo-N(Im)-Bz-L-His-L-Leu + 82
2¢  L-His-L-Leu + 60
3a N*Cbo-N(Im)-Bz-L-His-Gly-Gly-Et N«-Cbo-N(Im)-Bz-L-His — 60
3b N=®-Cbo-N(Im)-Bz-L-His-Gly-Gly + 71
4a  Di-Tr-L-His-Gly-Et Di-Tr-L-His - 91
4b  Di-Tr-L-His-Gly + 80
4c¢ L-His-Gly + 85
5a Di-Tr-L-His-L-Leu-Me Di-Tr-L-His — 91
5b Di-Tr-L-His-L-Leu — 90
5¢ L-His-L-Leu + 85
6a Di-Tr-L-His-L-Phe-Et Di-Tr-L-His - 80
6b Di-Tr-L-His-L-Phe + 85
6¢c  L-His-L-Phe + 91
7a Di-Tr-L-His-L-Ser-Me Di-Tr-L-His + 85
7b  Di-Tr-L-His-L-Ser + 82
7¢  L-His-L-Ser + 92
8a Di-Tr-L-His-L-His-Me Di-Tr-L-His — 40
8b  Di-Tr-L-His-L-His + 65
9a Di-Tr-L-His-Gly-L-His-Me Di-Tr-L-His-Gly - 83
9b Di-Tr-L-His-Gly-L-His + 87
9¢  L-His-Gly-L-His + 85

Tab. 2. Peptide und Derivate mit C-terminalem Histidin, 10a—13a nach der Carbodiimid-,
14a—17b nach der Chlorid-Methode

10a  Cbo-DL-Leu-pDL-His-Me Cbo-pL-Leu — 85—90

10b  Cbo-pL-Leu-DL-His + 86

10¢  pr-Leu-pL-His + 92

11a Cbo-Gly-Gly-L-His-Me Cbo-Gly-Gly + 86

11b Cbo-Gly-Gly-L-His — 90

11¢  Gly-Gly-L-His + 91

12a Cbo-pDL-Phe-pDL-His-Me Cbo-DL-Phe + 86

12b Cbo-DL-Phe-pL-His + 92

12¢  DL-Phe-pL-His + 89

13a Cbo-L-Phe-L-His-Me Cbo-L-Phe + 74

13b  Cbo-L-Phe-L-His + 86

14a Phth-Gly-L-His Phth-Gly + 55

14b  Gly-L-His + 60

15a  Phth-B-Ala-L-His Phth-3-Ala + 69

15b [(-Ala-L-His + 85

16a Phth-pL-Ala-pDL-His Phth-pL-Ala + 35

16b pL-Ala-pDL-His + 87

17a  Phth-Gly-Gly-L-His Phth-Gly-Gly + 52

17b  Gly-Gly-L-His-N;H,4 + 85

Abkiirzungen: Bz: Benzyl;
Phth: Phthalyl; Tr: Trityl; Krist.: Kristallisation.

20) V, FRANZEN, Angew. Chem. 72, 139 [1960]; M. C. BenDER und B. W, TURNQUEST,
J. Amer. chem. Soc. 79, 1656 [1957].

Cbo: Carbobenzoxy;

Et: Athylester;

Me: Methylester;
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE
Schmelzpunkte nach KofFLER (korr.); die angegebenen Ausbeuten beziehen sich auf um-
kristallisierte Substanzen.
Die Cbo-Aminosiuren und Aminosiureester-hydrochloride wurden nach bekannten Me-

thoden dargestellt. Die Freisetzung der Aminosidureester erfolgte mit Ammoniak in absol.
Chloroform oder Ather21).

1. pr-Histidin- HCI22); Eine konz. wiBr. Losung von L-Histidin- HC] wird 3 Stdn. im Bom-
benrohr auf 160—170° erhitzt. Die schwach gelbe L8sung wird mit der doppelten Menge
absol. Athanol versetzt. Ausb. 90—95% d. Th.

2. r-Histidin-methylester-2 HCI3): Schmp. 199 —200°.

3. piL-Histidin-methylester-2 HCl wurde analog der L-Verbindung dargestellt. Schmp.
150—152° (aus Methanol/Ather).

Die hergestellten Peptide wurden papierchromatographisch in Butanol/Eisessig/Wasser
(4:1:1) auf ihre Reinheit gepriift.

A. Synthesen iiber N(Im}-Bz-Histidinpeptide
N(Im)-Bz-L-Histidin2). vL-Histidin wird in fliiss. Ammoniak benzyliert und aus 70-proz.
Athanol sowie aus Wasser umkristallisiert. Ausb. 60—70% d. Th.,, Schmp. 248 —249°.
[ox]20: +12.2° (¢ = 2, in Wasser + 1 Aquiv. HCI).

N2-Cbo-N(Im)-Bz-1-Histidin2%): N(Im)-Bz-r-Histidin wird mit Cbo-Chlorid umgesctzt.
Nach der Reaktion wird Wasser zu der Mischung gegeben, mit Essigsdure angeséduert, der
Niederschlag abgesaugt und mit Wasser, Essigester und Ather gewaschen. Das Rohprodukt
wird aus Dimethylformamid/Ather, Pyridin oder n-Butanol umkristallisiert. Ausb. 70%;
d. Th., Nadeln, Schmp. 213 —216°. [a]?°: —17.0° (¢ = 2, in n HCI).

1a. N®-Cho-N(Im)-Bz-L-Histidyl-glycin-ithylester: 5.62 g (0.15 Mol) N*-Cbo-N(im)-Bz-L-
Histidinu. 1.55g Glycin-édthylester werden in 180ccm Pyridin bei —10° mit 3.5 g Dicyclohexyl-
carbodiimid versetzt. Die Mischung wird 3 Stdn. bei dieser Temperatur gerihrt, dann iiber
Nacht bei Raumtemperatur. Hierauf wird i. Vak. eingedampft und die Destillation nach
Zugabe von Essigester wiederholt. Der Riickstand wird in Essigester aufgenommen, mit
cinigen com Eisessig versetzt und einige Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen. Nach
Absaugen des Dicyclohexylharnstoffes wird die Lésung mit Wasser sowie gesitt. Natrium-
hydrogencarbonatlésung gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Hierauf wird i. Vak.
auf ein kleines Vol. eingedampft und mit Ather versetzt. Nadeln aus Essigester/Ather. Ausb.
5g(72% d. Th.), Schmp. 120—121° (Lit.16); 121 —122.5°).

C25H2gN4Os (464.5) Ber. C 64.63 H 6.07 N 12.06 Gef. C 64.68 H 6.30 N 12.27

tb. N%Cbho-N(Im)-Bz-1-Histidyl-glycin: 1a wird mit n NaOH in Methanol verseift. Das
Rohprodukt wird aus Propanol-(1)/Ather umkristallisiert. Ausb. 80% d. Th., Schmp. 216 bis
217° (Zers.). [@]2°: —5.5° (¢ ~= 2, in Eisessig). [Lit.: Schmp. 235—240°, [a]3': —5.5°(c = 2.1, in
Eisessig)®; Schmp. 216 —217.5% [a}3!: —5.7 + 1° (¢ = 1.9, in Eisessig) 19)].
C33H24N405 (436.5) Ber. C63.24 H 5.53 N 12.82 Gef. C63.60 H5.58 N 12.99

tc. L-Histidyl-glycin- HCI-1/, H,0: Die Benzylverbindung wird in 80-proz. Eisessig bei
50—60° mit Palladiumschwarz hydriert. Ausb. 65% d. Th., Schmp. 216—217° (Zers.)
[Lit.: 217.5—218° (Zers.) 14) und 229 —230°3].

21) G. HiLLMANN, Z. Naturforsch. 1, 682 [1946].

22) R. DuscHINSKY, Plaquette jubilaire Emile Barell (Basel 1936), 375.

23) V., pu VIGNEAUD und O. K. BEHRENS, J. biol. Chemistry 117, 27 [1937].
24) B. G. OVvereLL und V. PETROW, J. chem, Soc. [London] 1955, 236.
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2a. N%Cbo-N(Im)-Bz-v-Histidyl-L-leucin-methylester: 12 mMol t-Leucin-methylester-
HCI?) werden mit ammoniakal. Ather in den freien Ester iibergefiihrt und wie beim Glycin-
derivat beschrieben mit 10 mMol N*Cbo-N(Im)-Bz-L-Histidin kondensiert. Ausb, 80 %d.Th.
Nadeln (aus Essigester/Petrolither), Schmp. 124—126°. {a]3¢: —15.20° (¢ = 3, in Eisessig)
[Lit.16}: Schmp. 113 —113.5°, [o]¥: —13.6 £ 0.75° (¢ = 3.2, in Eisessig)].
C3H34N405 (506.6) Ber. C 66.38 H 6.77 N 11.06 Gef. C 66.48 H 6.95 N 11.21

2b. N*-Cbo-N(Im)-Bz-L-Histidyl-1L-leucin: Aus dem Peptidester mit methanol. n NaOH.
Ausb. 82% d. Th., Nadeln aus Pyridin/Ather, Schmp. 190 —192° (Zers.).

C27H32N4Os (492.6) Ber. C 65.83 H 6.55 N 11.38 Gef. C65.50 H6.78 N 11.65

2c. L-Histidyl-1L-leucin wird wie Glycyl-L-histidin durch 8stdg. Hydrierung mit Palladium-
kohle in Eisessig bei 60° erhalten. Ausb. 60%; d. Th., Schmp. 217 —220°. [«]}’: —43.0° (¢ =1,
in 0.1 n NaOH). [Lit.: Schmp. 214—217° (Zers.), [«]*: —43.5° (¢ = 1, in 0.1 n NaOH)1);
Schmp. 220—-222° (Zers.), [«]3: —45.2° (c = 1, in 0.1 n NaOH)2); Schmp. 245° (Zers.),
[@lp: —41.5+ 1° (¢ = 1,in 0.1 n NaOH)12)].
Ci2Hy0N4O; (268.3) Ber. N 20.88 Gef. N 20.77

3a. N®-Cbo-N(Im)-Bz-L-Histidyl-glycyl-glycin-iithylester: Cbo-Glycyl-glycin-éithylester wird
mit HBr/Eisessig in Glycyl-glycin-dthylester- HBr iibergefithrt. Ausb. 91%; d. Th.26), 12 mMol
Glycyl-glycin-dathylester- HBr werden mit ammoniakal, Chloroform freigesetzt und mit
10 mMol N*-Cbo-N(Im)-Bz-L-Histidin, wie unter 1a. beschrieben, kondensiert. Der Peptid-
ester wird in einer Ausbeute von etwa 60%, d. Th. als Ol erhalten.

3b. N*-Cbo-N(Im)-Bz-L-Histidyl-glycycl-glycin: 3a, wird mit methanol. Natronlauge ver-
seift. Ausb. 71% d. Th., Nadeln aus Essigester/Ather, Schmp. 93 —96°.

CysH27NsOg (493.5) Ber. C60.84 H 5.52 N 14.19 Gef. C60.53 H 5.67 N 13.80

B. Synthesen mit der Trityl-Methode

Ditrityl-L-histidin: Aus L-Histidin-methylester und frisch aus Acetylchlorid umkrist. Trityl-
chlorid in absol. Chloroform bei Gegenwart von Triithylamin und Verseifen mit einer 20-
proz. Lésung von KOH in Propylenglykol. Das Rohprodukt bildet, mit Athanol zum Sieden
erhitzt, nach Erkalten abgesaugt und mit Athanol sowie Ather gewaschen, Prismen vom
Schmp. 182—184°, die nach Umkristallisieren aus Dichlormethan/Ather bei 189 —190°
schmelzen. [«]}': +5.5° (¢ = 5, in Pyridin), [«]3: +7.5° (¢ = 1, in Chloroform). Nochmaliges
Umkristallisieren verbessert die Reinheit des Produktes nicht mehr. Ausb. 70—80% d. Th.
[Lit.: Schmp. 184 —185°, [«]¥: +9.6 £ 0.1° (¢ = 1, in Chloroform)17}; Schmp. 198 —200°,
[a]?’: +3.7° (¢ = 5, in Pyridin) 18)].

Aligemeine Darstellung der Dipeptide12): 10 mMol Ditrityl-L-histidin (6.4 g) und 11 mMol
Aminosdureester werden in 50 —60 ccm Dichlormethan bei —10° mit 10 mMol (2.1 g)
Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Nach 3 Stdn. Rithren bei Temperaturen unter 0° wird
noch {iber Nacht bei Raumtemperatur gerithrt und wie iiblich aufgearbeitet. Der Peptidester
wird in Methanol oder Aceton mit 12 ccm n NaOH verseift. Nach Abdampfen des Losungs-
mittels i. Vak. werden zum Riickstand 50 ccm Wasser gegeben. Unter Kithlung wird mit
verd. Essigsiure angesiduert und das Tritylpeptid in Chloroform aufgenommen. Nach Waschen
mit Wasser u. Trocknen iber Natriumsulfat dampft man i. Vak. ein. Die Tritylgruppen werden
mit 30 ccm 50-proz. Essigsdure oder wasserhaltiger dthanol. Salzsidure durch 30 Min. langes
Erhitzen auf dem Wasserbad abgespalten. Man versetzt die Mischung hierauf mit Wasser,

25) M. BRENNER und W. HUBER, Helv. chim. Acta 36, 1109 [1953].
26) H.J. PANNEMAN, A. F. MArx und J. F. Arens, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 78,
487 [1959].
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kihlt und saugt das Triphenylcarbinol ab. Das Filtrat wird mit Chloroform ausgeschiittelt,
mit A-Kohle geklirt und i. Vak. eingedampft. Die Destillation wird mehrmals mit Wasser,
schlieBlich mit Athanol wiederholt. Das Peptid wird aus wasserhaltigem Alkohol durch
Zusatz von Aceton oder Ather umkristallisiert und i. Vak. iiber P,Os bei 60° getrocknet. Die
Peptidacetate bzw. -hydrochloride kénnen mit Anionenaustauschern in die freien Peptide
iibergefithrt werden.

L-Histidyl-glycin12) (vgl. 1¢).

4a. Ditrityl-L-histidyl-glycin-dthylester: Aus Glycin-ithylester und Ditrityl-L-histidin. Ausb.
91 % d. Th.

4b. Ditrityl-L-histidyl-L-glycin wird durch Verseifen vorstehender Verbindung gewonnen.
Ausb. 80% d. Th., Schmp. 155—160°.

4c. L-Histidyl-glycin: Ausb: 85% d.Th., Schmp. 175—180° [a: +24.6° (¢ =1, in
Wasser). [Lit.12): Schmp. 190°, [a]p: 425 + 1° (¢ = 2, in Wasser)].

L-Histidyl-L-leucin12) (vgl. 2¢).

5a. Ditrityl-L-histidyl- L-leucin-methylester erhdlt man aus L-Leucin-methylester und Di-
trityl-L-histidin als farbloses 1, Ausb. 91% d. Th.

5b. Ditrityl-L-histidyl-L-leucin: Durch Verseifen vorstehender Verbindung. Ausb. 909
d. Th.

5c. L-Histidyl-L-leucin: Ausb. 85% d. Th., Schmp. 217--220°, [«]?’: —41.8° (¢ =1, in
0.1 n NaOH).

L-Histidyl-L-phenylalanin

6a. Ditrityl-L-histidyl- L-phenylalanin-cithylester: Aus Ditrityl-L-histidin und L-Phenyl-
alanin-éithylester als Ol. Ausb. ca. 80% d. Th.

6b. Ditrityl- L-histidyl-L-phenylalanin: 6a wird mit » NaOH in Aceton verseift und mit

n HCI neutralisiert. Ausb. 85% d. Th., Schmp. 150—154° (Zers.). [Lit.13): 120° (Zers.) bzw.
154° (Zers.)).

6¢. L-Histidyl-L-phenylalanin: Die Tritylgruppen werden mit ithanol. Salzsiure abge-
spalten. Ausb. 91 % d. Th., Schmp. 214—215° (Zers.). [Lit.3): 193 —194° fiir das Hydrat].
CisH1sN4O3-HCl (338.8) Ber. C53.18 H 5.62 N 16.54 Gef. C 53.58 H 5.89 N 16.60
Das Hydrochlorid wird mit einem Anionenaustauscher in das freie Peptid iibergefiihrt.
Schmp. 250—252° (Zers.), [a]¥: +32.9° (¢ = 2.5, in n HCl) [Lit.2": Schmp. 255—258°
(Zers.), [x}¥’: +33.8° (¢ = 2.6, in n HCI)].
C;5H18N4O3 (302.3) Ber. €59.59 H6.00 N 18.53 Gef. C59.09 H 5.89 N 18.60

L-Histidyl-L-serin

7a. Ditrityl-L-histidyl-L-serin-methylester: Aus Ditrityl-L-histidin und L-Serin-methyl-
ester28). Ausb. 85% d. Th. Blittchen aus Alkohol/Ather, Schmp. 227 —228°, schwer-
18slich in Essigester.

7b. Ditrityl- L-histidyl- L-serin: Ta wird mit n NaOH in Methanol 10 Min. unter Riickflul
erhitzt. Das Rohprodukt wird aus Dichlormethan/Ather umkristallisiert. Ausb. 82% d. Th.,
Schmp. 154—156° (Zers.).

C47H42N404-HCI (763.4) Ber. C 73.95 H 5.68 N 7.37 Gef. C74.10 H 5.82 N 7.42

27) K. HorMANN, H. KAPPELER, A. E. FURLENMEIER, M. E. WOONER, E. T. SCHWARTZ und

T. A. THOMPSON, J. Amer. chem. Soc. 79, 1641 {1957].
28) St. GUTTMANN und R. A. BoissoNNas, Helv. chim. Acta 41, 1858 [1958].
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7c. r-Histidyl-1-serin: Aus der Tritylverbindung mit 50-proz. Essigsidure. Ausb. 929
d. Th. Prismen vom Schmp. 120—130° (unter langsamem Erweichen), [«}’: —11.5° (¢ = 1,
in 0.1 n NaOH).

CoH4N404- CH3CO,H (302.3) Ber. C43.70 H 6.01 N 18.54 Gef. C 43.67 H 5.99 N 18.63

Das freie Peptid schmilzt bei 138 —141° (Lit.4): 140—142°).

CoH 4N4O4 (242.2) Ber. N 23.13 Gef. N 23.61

Ditrityl- L-histidyl- -histidin

8a. Ditrityl-L-histidyl- L-histidin-methylester: Aus Ditrityl-L-histidin und L-Histidin-methyl-
ester. Der farblose, dlige Peptidester wird in einer Ausb. von ca. 409 d. Th. erhalten.

8b. Ditrityl-L-histidyl-L-histidin: 8a wird mit 20-proz. methanol. Kalilauge 5 Min. zum
Sieden erhitzt. Die Mischung wird hierauf mit Wasser und unter Kithlung mit » HCI bis zur
schwach sauren Reaktion versetzt. Der Niederschlag wird in Chloroform aufgenommen,
die Ldsung iiber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingedampft. Der Riickstand wird
aus Benzol/Ather umkristallisiert. Ausb. 65% d. Th. Loslich in Alkoholen, Benzol, Tetra-
hydrofuran. Schwerldslich in Essigester. Unloslich in Ather und Petrolither.

CsoH44NgO3- HCI-H20 (831.4) Ber. C72.23 H 5.58 N 10.11 Gef. C 72.01 H 5.82 N 10.23

L-Histidyl-glycyl- L-histidin

9a. Ditrityl-L-histidyl-glycyl- L-histidin-methylester: Aus Ditrityl-1-histidyl-glycin (4b) und
L-Histidin-methylester in Tetrahydrofuran erhilt man den 6ligen Peptidester in einer Ausb.
von ca. 83% d. Th.

9b. Ditrityl-L-histidyl-glycyl-L-histidin: Der Methylester wird in Aceton mit n NaOH
verseift. Nach Ansiduern mit n HCl, Abdampfen des Acetons und Zugabe von Wasser
wird das Verseifungsprodukt mit Dichlormethan ausgeschiittelt. Nach Trocknen und Ein-
dampfen der Losung wird der Riickstand mit Ather kurz unter RiickfluB erhitzt und nach
Erkalten abgesaugt. Das Rohprodukt wird aus Dichlormethan/Ather umkristallisiert. Ausb.
87% d. Th.; Schmp. 185—190°, [«]}’: —11.0° (¢ = 2, in Dichlormethan).

Cs2H47N704- HCI (870.5) Ber. C71.75 H5.56 N 11.26 Gef. C71.63 H5.73 N 11.20

9c. L-Histidyl-glycyl-1-histidin: Das Tritylpeptid wird mit verd. Essigsdure in das Peptid-
acetat Uibergefiihrt, das aus Methanol/Ather umkristallisiert wird. Ausb. 85% d. Th.; Schmp.
145 —160° unter langsamem Erweichen. [«]}¥: —5.3° (¢ = 2, in 0.1 n HCI).
C14H19N704-2 CH3CO;H (469.4) Ber. C46.06 H 5.80 N 20.89
Gef. C46.35 H6.07 N 20.82
Das freie Peptid zersetzt sich bei 235—240°,
C14H9N;O4 (349.4) Ber. N 28.07 Gef. N 27.98

C. Synthesen von Peptiden mit C-terminalem Histidin durch Dicyclohexylcarbodiimid

Die Cbo-Aminosiuren bzw. -Peptide werden mit Histidin-methylester in Tetrahydro-
furan durch Dicyclohexylcarbodiimid bei etwa —5 bis —10° gekuppelt, um méglichst weit-
gehend Nebenreaktionen des Imidazolrestes und Bildung N-substituierter N.N'-Dicyclohexyl-
harnstoffe 29) auszuschlieBen. Die Ansitze werden wie gewohnlich!S) nach Stehenlassen
iilber Nacht bei Raumtemperatur aufgearbeitet. Die Peptidester werden in Methanol mit
n NaOH verseift und die Cbo-Gruppen durch Hydrierung mit PtO; oder Pd-Kohle in Eis-
essig abgespalten.

pL-Leucyl-pL-histidin

10a. Cbo-pL-Leucyl-pr-histidin-methylester wird aus Cbo-pL-leucin und bpiL-Histidin-
methylester als Ol erhalten. Ausb. 85—90% d. Th.

29) B. HerrericH und H. BOsHAGEN, Chem. Ber. 92, 2813 [1959}.
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10b. Cbo-pL-leucyl-pL-histidin: Vorstehender Peptidester wird verseift und das durch
Ansduern mit n HCI erhaltene Rohprodukt aus Propanol-(1)/Isopropylither umkristallisiert.
Ausb. 86% d. Th., Schmp. 126 —128°.

C20H26N405-HCl (438.7) Ber. C54.71 H 6.20 N 12.77 Gef. C 54.95 H 6.49 N 13.20

10c. pr-Leucyl-pi-histidin: Das Cbo-Derivat 10b wird mit Pd-Kohle in verd. Eisessig
hydriert, aus wiBr. Propanol-(1)/Ather umkristallisiert und bei 60° i. Vak. getrocknet. Ausb.

92% d. Th.
C12H19N403:- CH3CO2H (327.7) Ber. N 17.12 Gef. N 17.10

Glycyl-glycyl-t-histidin

11a. Cbo-Glycyl-glycyl-L-histidin-methylester: Aus Cbo-Glycyl-glycin3® und r-Histidin-
methylester in Dimethylformamid. Schmp. 189—190° (aus Propanol-(1)/Ather). Ausb. 86%,
d. Th., bezogen auf das Semihydrat. Schwer 15slich in Essigester und Dichlormethan.
Cj9H2Ns06 (416.4) Ber. C54.80 H 5.33 N 16.82
C19H22NsOg-1/> H2O (425.4) Ber. C 53.64 H 5.69 N 16.46 Gef. C53.78 H5.77 N 16.54

11b. Cbo-Glycyl-glycyl-L-histidin: Das nach dem Verseifen des Methylesters und Anséuern
mit n HCI erhaltene Hydrochlorid wird nach Umfillen aus Propanol-(1)/Ather gleich weiter-
verarbeitet. Ausb. etwa 90% d. Th. '
11c. Glycyl-glycyl-1-histidin: Die Cbo-Verbindung wird mit Pd-Kohle in Eisessig hydriert,
das hygroskopische Peptidacetat aus wasserhaltigem Athanol/Ather umkristallisiert und
i. Vak. bei 60° getrocknet. Ausb. 919, d. Th. (bezogen auf das Monoacetat). Schmilzt ab
130° unter langsamem Erweichen. [a}}f: +16.0° (¢ = 2, in Wasser).
C1oHsNsO4- CH3CO,H (329.3) Ber. C43.77 H 5.82 N 21.27
C1oH5sNsO4- CH3;CO2H-H,0 (347.3) Ber. C41.50 H 6.09 N 20.17
Ci1oH1sNsO4- 2 CH3COH (389.4) Ber. C43.19 H 5.95 N 17.99
Gef. C44.45 H 5.28 N 18.11

Das Peptidacetat wird mit einem Anionenaustauscher in das freie Peptid iibergefilhrt.

Zers. ab 210°,
C1oHsNsO4 (264.4) Ber. N 26.51 Gef. N 26.48

DL-Phenylalanyl- p L-histidin

12a. Cbo-DL-Phenylalanyl-pL-histidin-methylester: Aus Cbo-DL-Phenylalanin und bDL-
Histidin-methylester. Der blige Ester wird nach Umfillen aus Essigester/Petrolither mit
Tetrachlorkohlenstoff erhitzt. Nach Erkalten bilden sich Kristalle, die aus Dichlormethan/
Tetrachlorkohlenstoff umkristallisiert werden. Ausb. 86 % d. Th.; Schmp. 84 —86°.

C24H26N4Os (4505 Ber. N 12.44 Gef. N 12.49

12b. Cbo-pr-Phenylalanyl-pL-histidin: Aus dem Methylester mit n NaOH in Methanol.
Schmp. 183 —185° (aus heiBem Wasser). Ausb. 92% d. Th., unldslich in Ather.

C23H24N4Os (436.5) Ber. C63.29 H5.54 N 12.84 Gef. C63.02 H5.82 N 12.78
12¢. pL-Phenylalanyl-pL-histidin: Die Cbo-Verbindung wird mit PtO; in Eisessig hydriert.
Ausb. 899 d. Th. Schmilzt ab 130° und zersetzt sich bei 170—175°.
C;sH1sN4O3- CH3CO>H (362.4) Ber. C56.34 H6.12 N 15.46 Gef. C 56.73 H 5.93 N 15.45
Cbo- L- Phenylalanyl- L-histidin
13a. Cbo-L-Phenylalanyl-L-histidin-methylester: Aus Cbo-L-Phenylalanin und L-Histidin-
methylester. Schmp. 155 —160° (aus Dichlormethan/Petrolither). Ausb. 74%; d. Th.

C24H26N4Os (450.5) Ber. N 12.44 Gef. N 12.58

30) ST. GoLpscHMIDT und H. LAUTENSCHLAGER, Liebigs Ann. Chem. 580, 68 [1953).
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13b. Cbo-L-Phenylalanyl-L-histidin: Das durch Verseifen des Methylesters erhaltene Cbo-
Peptid wird aus heiBem Wasser und aus Athanol/Ather umkristallisiert. Ausb. 86% d. Th.
Schmp. 205—207° (Lit.31): 198—200°).
Cy3H24N4O5 (436.5) Ber. N 12.84 Gef. N 12.89

D. Synthesen mit der Phthalyl-Methode

1. Phthalylaminoséuren und -peptide: Aus den betreffenden Aminosiduren durch Schmelzen
mit Phthalsiure-anhydrid bei 160 —170° oder Umsetzen mit N-Carbithoxy-phthalimid32).

N-Carbiithoxy-phthalimid: Zu72.5 g Phthalséure-anhydridin 250 ccm trockenem Dimethyl-
formamid und 70 ccm Tridthylamin liB8t man unter Riihren und Eiskiihlung 50 ccm Chlor-
ameisensdure-dthylester im Verlauf einer Stunde zutropfen. Nach weiterem 2stdg. Riihren bei
Raumtemperatur wird die Mischung in 1.5/ Wasser gegossen. Das erhaltene Produkt schmilzt
nach Waschen mit Wasser bei 84 —85°. Ein einmaliges Umkristallisieren aus Athanol unter
Zusatz von etwas A-Kohle liefert 88 g farblose Kristalle (80% d. Th.) vom Schmp. 89°, die
bei 80° erweichen und sich in Nadeln umwandeln (Lit.32}: 80°).

C11HgNOy4 (219.2) Ber. C60.27 H4.14 N 6.32 Gef. C60.47 H 4.20 N 6.44

Phthalyl-glycin33): Aus Glycin und Phthalsdure-anhydrid. Ausb. 92%, d. Th. Schmp. 191 bis
192°,

Phthalyl-pL-alanin3: Aus bpL-Alanin und Phthalsdure-anhydrid. Ausb. 90% d. Th.
Schmp. 163°.

Phthalyl-B-alanin1®: Aus B-Alanin und Phthalsiure-anhydrid. Ausb. 93% d. Th. Schmp.
152°.

Phthalyl-L-valin: Aus L-Valin und N-Carbithoxy-phthalimid analog der Darstellung des
Phthalyl-glycins32). Ausb. 85% d. Th., Schmp. 115° (aus Ather/Petroldther); [«]3’: —67.1°
(c = 0.5, in Athanol). [Lit.3s): Schmp. 114—115°, [a]¥: —68.5 + 1° (in absol. Athanol)).

Phthalyl-glycyl-glycin: 13.2 g Glycyl-glycin werden mit 14.8 g Phthalsiure-anhydrid bei
160 —170° im Olbad zusammengeschmolzen. Die spréde Schmelze wird mit 25 ccm Dimethyl-
formamid versetzt und 1 Stde. unter Riickflu8 erhitzt. Die heiBe Loésung wird in 1/ heiBes
Wasser gegossen. Nach dem Erkalten wird abgesaugt und gut mit Wasser gewaschen. Ausb.
24.4 g (93% d. Th.) Nadeln. Schmp, 232 —233° (Lit.34: 229—231°).

Phthalyl-p L-valyl-glycin: Eine Mischung von bpr-Valyl-glycin36) und Phthalsiureanhydrid
wird bei 160—170° im Olbad 20—30 Min. zusammengeschmolzen. Die Schmelze wird in
Wasser gegossen, abgesaugt und aus heiBem Wasser umkristallisiert. Ausb. 859 d. Th.
Nadeln, Schmp. 230--231°.

CisHsN2Os (304.3) Ber. C59.21 H 5.30 N9.21 Gef. C59.05 HS5.51 N9.46

2. Sdurechloride der Phthalylverbindungen

Phthalyl-glycin-chlorid®: Aus Phthalyl-glycin und einem UberschuB an Thionylchlorid in
Benzol bei 60°; Schmp. 85° (aus Benzol/Ather). Ausb. 93% d. Th.

Phthalyl-pi-alanin-chlorid: Aus Phthalyl-pL-alanin und Thionylchlorid in Benzol bei 60°.
Schmp. 73°, aus Benzol/Ather (Lit.3?: 70—73°). Ausb. 90% d. Th.

31) D. TaEoDOROPOULOS und L. C. CRAIG, J. org. Chemistry 20, 1169 [1955).

32) G. H. NerkeNns, G.J. Tessar und R.J. F. NivarD, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 79,
688 [1960].

33) E, DRECHSEL, J. prakt. Chem. [2] 27, 418 [1883].

34) J, C. SHEEHAN und V. S. FRANK, J. Amer. chem. Soc. 71, 1856 {1949].

35) M. FLING, F. N. MINARD und S. W. Fox, J. Amer. chem. Soc. 69, 2466 [1947].

36) E. FiscHER und J. SCHENKEL, Liebigs Ann. Chem. 354, 12 [1907].

37 K. YAMASHITA, H. WAkAMATSU und Y. SAHAsHI, J. agric. chem. Soc. Japan 27, 649
[1953]; C. A. 49, 7526 £ [1955].
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Phthalyl-B-alanin-chlorid3®): Aus Phthalyl-B-alanin und PCls in Benzol. Ausb. 85% d. Th.
Schmp. 100—102°.

Phthalyl-L-valin-chlorid: Phthalyl-1-valin wird mit einem UberschuB an Thionylchlorid
iibergossen und gerithrt. Nach volliger Ldsung und Nachlassen der HCl-Entwicklung wird
i. Vak. eingedampft, danach noch 2mal mit absol. Chloroform. Das O] wird aus Ather/
Petroldther kristallin erhalten und nochmals daraus umkristallisiert. Ausb.929% d. Th.
Nadeln. Schmp. 118—119°.

C13H12CINO;3 (265.7) Ber. C58.77 H4.55 Gef. C58.78 H 4.48

Phthalyl-glycyl-glycin-chlorid: Phthalyl-glycyl-glycin wird bei 50° solange mit Thionylchlorid
geriihrt, bis sich fast alles geldst hat. Die Ldsung wird unter Feuchtigkeitsausschluf filtriert,
i. Vak. eingedampft und die Destillation mehrmals mit absol. Chloroform wiederholt. In
fast quantitativer Ausbeute bleibt ein hygroskopisches 01 zuriick.

3. Allgemeine Darstellung der Peptide: Analog der Carnosin-Synthese!® 148t man bei
—10° eine Ldsung von 20—22 mMol Phthalylaminosiure-chlorid in 25 ccm Dioxan lang-
sam unter gutem Riihren einer L3sung von 4.2 g (20 mMol) Histidin-hydrochlorid in
25 ccm Wasser und 2.9 ccm Tridthylamin zutropfen. Wenn die Hailfte der Ldsung zuge-

" geben ist, werden noch 2.9 ccm Triithylamin zugefligt und hierauf die restliche Hilfte. Die
Aufarbeitung erfolgt wie angegeben. Die Phthalylgruppen werden mit Hydrazinhydrat in
Wasser/Alkohol unter Rithren abgespalten.

Glycyl- L-histidin

14a. Phthalyl-glycyl- L-histidin: Aus Phthalyl-glycin-chlorid und L-Histidin- HCI. Umkri-
stallisiert aus Wasser/Propanol-(1). Ausb. 55% d. Th., Schmp. 258 —262° (Zers.) (Lit.19):
258 —262°).

14b. Glycyl-L-histidin: Aus dem Phthalylderivat mit Hydrazinhydrat. Ausb. 609 d. Th.
Schmp. 170 —175° (Lit.19): 175—176°).

B-Alanyl- L-histidin

15a. Phthalyl-B-alanyl-c-histidin: Aus Phthalyl-B-alanin-chlorid und L-Histidin- HCI. Ausb.
69% d. Th.; Schmp. 221 —224° (Zers.) (Lit.19: 221 —224°).

15b. §-Alanyl-L-histidin: Mit Hydrazinhydrat aus dem Phthalylderivat (15a). Ausb.
85% d. Th. Nadeln. Schmp. 260—262° (Zers.). [«]#’: +21.9° (¢ = 1, in Wasser) [Lit.: Schmp.
253 —256° (Zers.), [x]3: +21.7° (¢ = 1.1, in Wasser)19); Schmp. 260°, {a}3’: +20.5° (c = 2,

in Wasser)39)).
CoH14N4O; (226.2) Ber. N 24.77 Gef. N 24.90

Dr-Alanyl-pL-histidin

16a. Phthalyl-pL-alanyl-DL-histidin: Aus Phthalyl-pL-alanin-chlorid und b L-Histidin- HCI.
Man kristallisiert aus 50-proz. Athanol um und sublimiert i. Vak.; Ausb. 35% d. Th., Schmp.
229—231° (Zers.). Schwerlsslich in Wasser und Athanol.
C17H16N4Os-H20 (374.4) Ber. C54.54 H 4.74 N 1497 Gef. C54.28 H5.01 N 15.15

16b. pi-Alanyl-pL-histidin: Aus dem Phthalylpeptid mit Hydrazinhydrat. Das hygro-
skopische Ol wird durch mehrmaliges Eindampfen mit Athanol, Umkristallisieren aus wasser-
haltigem Athanol/Ather und Trocknen i. Vak. bei 70° iiber P,Os fest und kristallin. Ausb.
87% d. Th., Schmp. 198 —202° (Zers.).

CoH14N4O3- HyO (244.3) Ber. N 22.94 Gef. N 22.90

17a. Phthalyl-glycyl-glycyl-L-histidin: Aus Phthalyl-glycyl-glycin-chlorid und L-Histidin- HCI,
Das gefirbte Reaktionsprodukt wird in Propanol-(1)/Wasser (1:1) mit A-Kohle und Wofatit

38) H. KroLL und H. HOBERMAN, J. Amer. chem. Soc. 75, 2511 [1953].

39) R. H. S1FrerD und V. DU VIGNEAUD, J. biol. Chemistry 108, 753 [1935].
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E gekliart und gereinigt. Nach Eindampfen i. Vak. wird der Riickstand mit heiBem Propanol-
(1) extrahiert. Nach Zugabe von Ather fillt ein farbloses Produkt aus, das aus Propanol-(1)/
Ather umkristallisiert wird. Ausb. 52% d. Th. Nadeln. Schmp. 228 —233° (Zers.).

C13H17NsOg- H20. (417.4) Ber. C51.80 H4.38 N 16.78 Gef. C51.64 H4.70 N 16.85

17b. Glycyl-glycyl-L-histidin: Vorstehende Verbindung wird mit einem UberschuB an
Hydrazinhydrat iiber Nacht stehengelassen. Nach Zugabe von Athanol wird noch 1 Stde.
unter RickfluB erhitzt. Man dampft i. Vak. ein und kristallisiert aus Fropanol-(1)/Ather um.
Ausb. 859% d. Th., Schmp. unscharf bei 100°.

C10H|5N504'N2H4 (30].3) Ber. N 32.54 Gef. N 32.50

ERNST BIEKERT, DIETER HOFFMANN und LORE ENSLEIN
Uber 1.4-Oxazine, IVD

Kondensation von 1.2-Amine-alkoholen
mit g-Ketocarbonsiiure-estern zu 5.6-Dihydro-1.4-oxazinonen-(2)

Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen

(Eingegangen am 15. April 1961)

Aus 1.2-Amino-alkoholen und a-Ketoestern entstechen unter Wasser- und Al-

koholabspaltung Derivate des bisher nicht beschriebenen 5.6-Dihydro-1.4-0x-

azinons-(2). Um die Bildung von Amiden zu vermeiden, werden die Konden-

sationen unter Zusatz von Eisessig durchgefiihrt. Die Dihydro-oxazinone lassen

sich alkalisch unter Regeneration der eingesetzten Aminoalkohole spalten, wobei

Synthese und Spaltung bei optisch aktiven Aminoalkoholen ohne K onfigurations-
dnderung erfolgen.

Wie wir in den vorhergehenden Mitteilungen dieser Reihe zeigen konnten2), bilden
sich bei der Umsetzung von o-Aminophenolen mit «-Ketoestern unter Abspaltung
von Wasser und Alkohol 1.4-Benzoxazinone-(2) in meist hohen Ausbeuten. Diese
sehr gut Kristallisierenden Verbindungen konnen sowohl zur Charakterisierung von
a-Ketoestern als auch zur Charakterisierung von o-Aminophenolen verwendet werdend
und lassen sich reduktiv in Morpholone und N-substituierte Aminoalkohole iiber-
fiihren 2. Im folgenden soll mitgeteilt werden, daB sich, dhnlich wie o-Aminophenole,
auch 1.2-Amino-alkohole mit a-Ketoestern unter Wasser- und Alkoholabspaltung
umsetzen?, Damit wird der Anwendungsbereich dieser , Ketoesterkondensation*
betrichtlich erweitert.

1) 111. Mitteil.: E. BIEKERT und L. ENsLemN, Chem. Ber. 94, 1851 [1961].

2) 1. und IL Mitteil.: E. BIEKERT, D. HoFFMANN und F. J. MEYER, Chem. Ber. 94, 1664,
1676 [1961].

3) A, BUTENANDT, E. BIEKERT, M. DAUBLE und K. H. KSHRMANN, Chem. Ber. 92, 2172
[1959].

4) Vgl. E. BIEKERT, Angew. Chem. 71, 375 [1959].





